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A. LAPORAN HASIL PENELITLAN 
Pada kedelai cekaman kekeringan pada tiwe generatif d i h p o r h  
menyebabkan p e n m a n  produksi biji hingga 50 %. Penggunaan varietas kedelai 
t a b  terhadap kekerinyan rnenrpakan slllah satu alternutif umtuk mcngatasi rnasalah 
tersebut. Perakitan tanamtin kedelai tahan keriny telah dilaporkan oleh beberapa 
peneliti. Berbagai rnetode telah digunakan antara lain d e w  pedakukan kekeringan 
di lapang dan dilanjutkan dengan seleksi ataupun seleksi in vitm den* memberikan 
simulasi kekeringan menggunakan polietilena glikol (PEG) seperti yang dilak- 
oleh Widoremo et aL (2002 %b). Seleksi tersebut mmghasilkan galur-gdur tahan 
k e r n ,  Ber-h uji fisiologis daiam skala laboratorium terhadap galur-galur 
tersebut. telah terbukti bahwa ketahaw kerhadap kekeringan yang ditunjlukkan oleh 
gaIwUTg& tersebut berkaitan dengan peninykatan kimdunwi prolin Lanarnan. 
Simdasi kekeringan dengan PEG di glass house terhadap galur-&ur yang seoara 
ffiiologis tahm kering, mernbuktikan bahwa galur-ga1w tersebut memang benar tahan 
kering dengan tingkat ketahanan medium. Secctla genetis, tel& diketahui bahwa 
ketahanan terbadap cekaman kekeringan dikontd oleh barnyak gen (Pastori & Foyer, 
2002) . niantara hbaga i  $en kmebut gen yang t eM.d i iden t i f e  tmtara lain gen 
DREBl ymg burperanan ddam pernbentukan droatghr respom6ve eiemenl binding 
protein, GmDaEB2 yang betperanan dalam pewbentukan h u g &  responsive eIemenS 
bindtng franscrip~ion factor (Chen et 81-2004; 2005), gen *sod yang bqmanan 
dalam pembenttkm mangase-uperoxe d j s w m e  (Pwe1 et al.. 2002), gen 
PSCS yang mengkode pembentukam delta 1-pyrroline-S-carboxyirtte Synthetase yang 
berpenuum dalam akumulasi prolin (Poroel el a!., 20@4), gen Pip1 dm PIP2 yanhg 
berbaggmgiawab iterhadap pembentukan quaporin, suatu p ~ ~ t e i n  yang terkaif 
dengan ketersediaan air t a m a n  (Poroel et ax., 2006) dan gen lea8 yang mngkode 
pembenmkan dehydrin selama cekaman kekeringan (Pwcel et ol., 2005), gen W A l  
t e b u l a s i  m& saat dwikasi biji (How LU d. 1988). Xu et rrl. (1996), gen TPSl 
mengkode trehalose-6-phosphate synthetase dm terlibat dalm biosintesis trehalose 
(Hohstrom el al., 1996 dan 'Romero el al., 1997), gen Sac5 (Hdmdrom et al. 1994). 
Gen SOD (superoxide dismutase) (Sengupta et. al., 1993), gen betA m e n w e  enzim 
&line dehydrogenase dan bet3 yang mengkode betaine aldehyde dehydrogenase 
yaag bqmamn dalam biosintesis glycine betabe. b d a s i  glyeine betahe 
menyebabkan katahrlnran terhadap kekeringan (Holmtrom et clll. 1994). 
Dengan d W a n  perlu dibuktikm bahwa ketahanan te~hadap k e k e ~ w  dari 
galur-gdur yang telah dihasilkrra dari penelitian Widoretn~ et al. 2002 8.b tersebut 
~~g disebabkan karma faktor genetis. Mengingat bahwa banyak gen yang 
berpe- dalam mangontral kebhanan terhadap kekeringas, mhtka dalam penelitian 
ini dibatasi pada gen yang ekp&inYa blah dikaji secara fisiologis ekh Widomno ei 
d. 2002 * yaitu gen ~enghasil pmlin PSCS, gen D a B I  yang b e r p t m  ddam 
pernbntukan drought re~poiwive element binding protefa Pendekatan awal (tahun I) 
dl* dengan teknik random amplged polymorphic DNA (RAPD) unhtk 
~mas t ikan  adanya perbedaan sekuen mtim galw t a b  kwing d m  tidsk tahatl 
kering seNl mendapatkan marker I W D  yang berkaitan @an sifat tlhm kering. 
Sehjurnya dilakukan identifikasi gen tahan kering tcrsebut dengan teknik PCR- 



















seMng digunabn sebagai dasar pembentukan gene-base PCR marker (pmbe) gen 
t a b  k e r Q  (tzhun HI). 
Wwn tamman yang digunakan adalah kedelai varietas tahan kering Dieng, 
vdetas tidak tahan kering Burmgrang, galur ti& tidm kering h i 1  seleW1 Wtkabi 
MSC8606 dam MLG 2999, d;alt.lr medilum Calm kering hnsil perlakuan PEG 253. galu 
tidak tahan kering h i 1  perlakum PEG 8B6. Tahapan yrulg dilakukan &ah i&i 
DNA genom dari daun muda kedelai dengan metode CTAB (Doyle. %Doyle, 1987) 
dilanjutkan dengan RAPD menggunakan satu set primer OPK (ofx?ron Technologies, 
USA). Dari 20 primer Oi*K yang digunakiin 6 diantnranya polirnorlik. Dtlri ha i l  
~lllplif3kasi primer-primer y q  polimofik tersebut terlihat adanya pita-pita 
polimoffik yang membedakan antaca variata,sf~Iur tahan d m  tidak tahan kekedngm. 
Hd ini menmjukkan bahwa sekuen DNA dari kelnmpok tidak tahan kering berbeda 
dengm kantrol tahan kering (varietas Diem). Pita yang membedakan antara kedua 
kelompok tersebut adalah QPK-92 1500 bp, OPK-03 I000 bp, OPK-0 1 1 QO bp, OPK- 
11 900 bp, OPK-12 800 bp, IOUO bp, 2000 bp, OPK-18 500 bp, 850 bp, 1200 bp, 
1300 bp. Varietas M a n  k e k g  mempunyai pita-pita tersebut, sementzwa 
vari&&w tidak tahauP kering tidak mempunyai. Oalur tahan kering medium hasil 
selebi PPEO (2S3) mempunyai semva pita tersebut kecdi pita-pita OPK-11 900 bp, 
OPK-12 800 bp, 1000 bp, 2000 bp, OPK-18 850 bp, 1200 bp, 1300 bp. Dengsn 
demkim pita-pita OPK-02 1500 bp, OPK-03 1000 bp, OPK-01100 bp, OPK-1 I 900 
bp, OPK-12 800 bp, 1000 bp, 2000 bp, OPK-18 500 bp, 850 bp, 1200 bp, 1300 bpb 



















Drought stress at generative phase has been reported respansible to the 
deem of seed productian up to 50 % in soyixan. The utilization of dmught 
tolerance v&ety is one alternative to solve the problem. Breeding on &ought 
to1emnce variety has 'been reported. Many method has been employed including 
dK,@t tr-en5, in field continued by sllection ar in vitro simulation of h & t  
using wrt&l d t  such as polyetilene glycol (PEG) as has been c o n d d  by 
Widoretno et al. (2002 Gb). Research by Widorao el aJ. (2002 hb) hw prduoed 
drought resistent Ti. Phyttiological testing to those lines in laboratorh showed that 
the t a 1 m e  was agsociated with the increase of prolin content of the plant. PEG 
skulation in the glass house, has proved the tolerance habit of the plmQ with medium 
level of tolerance. Genetic research has reported thet drought tolentnce was converted 
by many g w s  ( Pastori & Foyer, 2002). Some of them has b m  identified ineluding 
DREBJ which has a ?ole on the formation of drought responsive element binding 
protein, GmQitEB2 which confer the formation of drought responsive elemcnt 
binding transcription factar (Chen et al, 2004: 20M), Me-sod which controI the 
formation of mgmese-superoxide disinutuse (Porcel et @I., 2002). P5C.S which 
code the formation of delta I-pyrroline-5-wboxyhte Synthetase which has a role on 
prolin acumulation (Pwcel ef al., 200-4). PWl dm PIP2 which responsible on the 
formation ef aquaporin, a protein related to water availability an plant ( h e 1  et al., 
2006) lea8 which has a role on the formation of dehydrin during drought stress 
(Pomel et al., 2005). I N A l  which accumulated when seed was desiocated (Hmg et d. 
1988). Xu et al. (1996). TPSl which axle WMase-6-phosphate synthetase and 
involved in ehe biosynthesls of trehalose (Holmstrom el at., 19% &an Romm et a[. , 
1997), and SacB (Holmstrom ed @I. 1994). Genes SOD (supe~oxide dismulase) 
(Sengupta et. al., 1993), b#lA code the formation mf choline dehydrogenase and betB 
whioh code betaine aldehyde dehydrogenase which hw a role on the biosinksis of 
&lyeb W n e .  Acmulation of glyoine W n e  convert the drought toferanae 
(Hohstrorn ef crl. 1994). 
So, it is needed to prove that drought tolerance showed by lines produced by 
Widorotno et al. 2002 4b was genetically controlled. Since there are many genes 
involved in the conversion of drought tolerance, in this experiment was restrioted to 
two gems i e  gene that its expressha has been studied ,$yffiiologically by W~idoretruo 
et al. 2002 " that is prolin producing gene PSCS, and &er gene, DREBI whioh has a 
role in the f o d o n  of drought responsive element binding protein In the first year 
of this research program, sequence diereoffis bemen drought toleranoe and drought 
susceptible varietynines w% identified using random ampli f i  polymorphic DNA 
(RAPD). M P D  marker will be developed from the polymorphic bands resulted. In 
the second year, identification of drought tolerance gene P5C'S and DREBI will be 
done using XR-sequencing technique using primers derived from dr~ight  olerance 
gene which has been identified by other researcher. In the third year, sequencing 
result will be wed as the base of development of'gene-base PCR marker (probe) for 
&ought tolerance. 
Phut material used was drought tolerance variety Dieng, draught susceptible 
v a r i e ~  Burangran& medium tohanoe line 233, drought susceptible line, 886. 
MSC8606 and MU; 2999. DNA was isolated frum the young Id of those plants csing 
CTAB method (Doyle &Doyle, 1387) continued with RAPD using primer set of 
OPK (Operon Technologies, USA). From the 20 primer uscd. 6 of them were 


















tolerance variety and the group of drought susceptible variety. This phenomenon 
indieate that DNA s ~ ~ c e  of drought tolerance vwiety was different from the DNA 
sequence of drought susceptible variety. Bands which were capable to differentiate 
tbase goups includ'ig OPK-02 1500 bp, OPK-03 1000 bp, OPK-01100 bp, OPK-11 
900 bp, OPK-12 800 bp, 1000 bp, 2000 bp, OPK-18 500 bp, 850 bp, 1200 bp, 1300 
bp. Draught toleace variety had those bands, whereas drought suscep'tibie did not. 
Medium drought tolerance variety arise from PEG selection (2S3) had those bands 
except 0%-I 1 900 bp, OPK-12 800 bp, 1OQ0 bp, 2000 bp, OPK-18 850 bp, 12Y10 bp, 
1300 bp bands. So as the tesult of this experiment, it is propowd that bands QPK-02 
1500 bp, OPK-03 1000 bg, OPK-01100 bp, OPK-11 9M bp, OPK-12 800 bp, 1000 
bp, 2000 bp, QPK-18 500 bp, 850 bp, 1200 bp, 1300 ,bp can be used as candidate 
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Cebman ~kedngan merupakan m&ah yang penting dalam pertumbuhan 
tamma. Kekurangan air atau hiasa disebut cekaman kekenngan atau &man 
merupakan faktor lingbngan yang menyebhkan pengharnbatan 
pertumbuhan ataupun penurunan kemampuan repnoduksi pads tumbuhan. 
Penghambatsn ini tejrrdi karena loekeringan mmyebabkan penghsmbatan ekspresi 
potemi genetik tanman secara maksirnum. Pada kedelai, cekaman kekeringpfi pada 
fase generatif dilaporksn rnenyebabkan penurunan produksi biji hingg8 50 % 
(Budhb ,  et al., 1984 dan Sloane et al. 1990). Selain bef iba t  langsung pada 
tumbuhan, kskaringan juga menyebabkan berkucangnya luas lahan pertanian Icuena 
s e w n  berlcurangnya air irigasi. 
Salt& satu cara m u k  mengatasi masalah cekaman kekerngnm ini adalah 
h g a n  perakitam varietas tahan khng. PerakiUtn tanaman tahan kering bisa 
dilakukaa baik melalui pemuliaan tradisiond rnaupm perbdkan pbma nutfah 
melalui bioteknologi. IPerakitan tanaman kedelai tahan kering td& dilapodtan deh 
bebentpa peneliti. Berbagai metode telah digunakan antara lain dengan perlakukan 
kekerhqp di l q p w  dan dilanjutkan dm* seleksi scperai dilakukm oleh S l w e  er 
al., 1990, Carter dan Rufty, 1992, Rosario cr aL, 1993, Thomats et al., 1994 dm 
Sneller clan Dombek, 1997), atau seleksi in vitro seperti yang dilakukan olch 
Widoretno et al., 2002 a,b). Selain metode kultur jaringan, kanajuan dibidmg 
transfomasi gen telah mernungkinkan untuk melakukan transfer gen dari spesies satu 
kepada spesies lain. 
Rekayma genetik klah berhasil diaplikasikan untuk mengidentifikasi dan 
mentransfer gen tahan kering yang berpersnan &lam biosintesis mtabolit seperti 
p d i ,  wehalose dm polyamine dari organisme yang .berheda pada panrwnan- 
tanaman p m p  atau perkebman (How er d.., 1988; Sengupta et. 4.. 1993; 
Hohtrom et at, 1994; Kavi Kishore el al., 1995; Pilon-Smith el el., 1995; 
Mblmstn,rn et al., 1996; Romero et al., 1997; Xu et al. , 1996; Sivmani et d. ,2000 
dan Bahieldin ct al., 2005). 
Padn bGTbagai metode pemuliaan, pendehcan multidisiplin dan teknik seleksi 
YW ser@ pengetahuan dasar genetika k e t b c t n  terhadap kekeringan yang 
menyeluruh mem- kunci huksesan pwgrarn pemuliaan. Widoretno et ul. (2002 


















b g a n  poiietilena glikol (PEG). B e h a r k a n  uji fisiologi dalarn skala 
laboratonurn, blah terbukti bahwa galur-galur tersebut tahm terhadap PEG 
berkomentrasi tinggi. Wdauptm dernikian dalam perakitan &etas barn 
menggunakan teknik persilangan-releksi ataupun nutasi-adaptmi-seleksi, seringkali 
dijumpei d a h  epigenetis, d m  sifaf pang diharapkan temyata bukmhh 
maq&m ekspresi gen tertentu, tetapi lebih karena faktor liigkungw. Sehiigga 
&ngm adanya pembdm lingkungan, sifw yang diinginkan termbut tidak lagi 
mwul.  Dengan demikim pendekatan dari bidang ilrnu gmtika diperlukan u n t ~ k  
memkikm kepastian bahwa suatu sifat tertentw benar-bew dikontrol secara genetis. 
Secara gcnctis, tclah dikctahui hahwa kctahtum twhdap cckttman kckcringan 
d iont rd  oleh banyak gen ( Pastori & Foyer, 2002) . Diantara bcrbgei yen tersebut 
blah diidentifikasi antara lain ggen DREBl yany berperanan dalam pembentukm 
&ow& responvive element binding prolein, GmmDREBZ y a q  berperaiian ddam 
pembentukan drought responsive element binding iranscripiion factor (Chen et al. 
20W, 2005), gen MPZ-sod yang beweranan &lam pernbenttkan nse@aBem- 
mpemxide dimnufare (Porcel el at., 2002), gen P5CS yang mengkode pemkntuitan 
delta i-~Iine-5-carboxylate Synthetase rang berpzranan dalm akumubi psolin 
(Porcel er al., 2004), gen PIP1 dan PIP2 yang bertangpdawab teridap 
pembentukan aquaporin, suatn protein yang terka+t dengan ketersediaan air tanaman 
(Po~cel et aL, 2006) dan gen lea8 ymg mengkode pemben* dehydrin selma 
oehnm kekahgm (Porcel el al., 200.51, gun HVAI terakurnuhsi pada saat desikasi 
biji @long et al. 1988). Xu el al. (1996), gen TPSl mengkode trehabose-6-phosphate 
synthetase dart terlibat dalam biosintesis trehplose (Holrnstrom el d., 1996 dm 
Itanwo et d.. L997)., gen SacB (Hol~mstrorn el al. 1994). Cen SOD (superoxide 
dismutase) (Sengupta et. d., 1993), geh berA mengkode emim choline dehydrogenase 
dan betB yang mengkode betaine aldehyde dehydrogenase yang b e r p e t m  &lam 
biosintesis glycine W n e .  Akumulasi gtycine betaine menyebabkan ketaham~ 
terbedap kekeringan (Holrnstrom et rrl. 1994). 
Dengrltl demikian perlu dibuktikan bahwa ketabm terhadap kekeringm dari 
Mu-gdu yang teM diiasilkan dari penelitian Widoreta0 et aE. 2002 " tersebmt 
memang disebabkan karcna faktw genetis. Menyingat bahwa banyak gen yang 
bqmwm daIam aemgomol ketahanan terhadap kekwingan, maka d a l m  pmelitian 


















4 2202 rb yaitu gen pnghasil pmlin PSm; .gn DR,EBf yang bwperman 
pmhts&an drowghi responsive eiemenl bifidi~gpmlein. 
Pada -yakan program pamulim t$namm, pefbaikm genetik unhrk 
men&pikan b w . m  ~rhildrrp kker inw ditakukun ,n2?lill.~i sdckyi Miil. Ak&n 
tetapi ~-~ karma uen@ya; herittibilitm hai l  pada hndisii c&amaman dm 
&ya v& wakm dm ternpat pada lht&wjp lapan& p e n d g h  prrmdiaan 
k o n w o d  beriagsmg lambat. Peizdikatan awrl1 denggn nemd&k+n 
m u a n  gcnctilm mokkuler ymg ;umuaa l i p M  anma I& addah @lbik randam 
&@edpdymwpRtc DSJA (RAPD). Tknik ini relah terbukti maqu memfasiii-i 
pixigembangan genotip tahan kering. Wata efektif kmna &kspro~inya tid& 
d i p e n g d  ol& liagkungan (Mitra, 2001). H s i l  idcntif&&i masker molek&iler ymg 
berldtan den@ ketataanan terhadap kekeri~gan dapat .dCgun&an A a g d  kritecia 
kat- terhadap kekeringan. ltendeJtrmtan yawg Uebih spesifik mengarah kepada 
ae;hen gen tertentu addah mekdui teknik ~PW-sehuea&~g, Dkngn dmikian pa& 
p e n d i b  imi &Iakukan RAPD ".Drhad,a@ DNA gdw €&am kering hasil seleksi PEG 
aleh Wiomha 61 aL (200.1 a 'b) untuk memastlkan admya perbeciaan %ken -a 
@W tahan kering .&n tidak W w  k d n g  'aertii mndapatkan m&r RAPD pang 
bechi&m dengan sifa &&an kering, drlaqjutkan &ngm teknik FCR-sekuwshg 
ferhad@p gen P5CSdan gen DREBY pa& varieWgalut-galm tmebut Selanjutnya 
wtuk mendukmg teknik se1eks.i ym'g tepippr rang diblutdhn dalam pmgra~ 
pmluliwi~, pen%be:ntskm probe bedasarkan sgkuen t&an k&,g (Bem7buse PCR 




















2.1 Pengsruh kebringan terhadap tanaman 
Widoretno el al. 1 2 0 0 2 ~ 4  telah berhnsil rnendapatkan galur tahm kering 
dengan teknik in vitro menggma,kan agen penyeleksi ketahanan tmh lap  kek-an 
PEG, Padfa tanaman, adanya celsaman kekeringan akan menyebabh tejadi berbagi 
perulbaZlan yang &pat diamati pa& fase vegetatif segerti terjadinya perubaban 
morfoogi yang meliputi l a p ,  dam menggulung dm penunman jumlah stom@a. 
Pembahan karena cekaman kekeringm juga dapat diamati pada fase generatif paitu 
bembahnp j d a h  bunga serta saat berbunga, berubahnya saat pembentuh polung 
da jurnlah polong. Secara fisiologis juga dapat diamati adanjra pengar& kekeringan 
berupa tunuulya laju transpirasi dan rendahnya potensial air, meningkatnya jumlah 
ABA (Close 1996) 
Cekaman kekeringan pada kedelai mernpengasuhi setiap fase pertumbuhannya 
ymg meliputi anatomis, molfologis, Eishiogis dan biokimia tanaman (Raper dan 
Kramer, 1987) Adanya cekaman kekdngan dalm setiap periode peflumbuhan dan 
perkergbangan tawman &pat m e n w k a n  basil kedelai meskipun besarnya 
penurunan tergantung pada set iq  fase pertumbuhmya. (Yoshiba et al., 1997). Juga 
&laporkan bahwa eelcaman kekeringan menuntnkan kecepatan fiksasi clan akumulasi 
N ( W e U  et al., 1985, Masyhudi dam Patterson, 19911, Tnlnspirasi maman dan 
tcasportasi fotosintat (Poakpadi er aL, 1990, Veira et al,, 1992), ukuran biji, ukuran 
p~long  dsn bobot kering polmg (Pookpd el aL, 1990) lum araa darn klorofil daun 
(Shimada er al., 1992) dan kualitas biji (Francti-Meto el mI., 1993). 
2.2 Karakter morfologi dan fisiologi terkait dengan kehhanun terhadap 
kelcerhgan 
S m  mum, biga mmekanisme ketahznan Yerhadap kekeringan telah 
diiden&ikasi yaitu drought escape, drought avuihnce and drought tollerarjce . 
ktapi setiap tanaman bias jadi menggunakan bcberapa rnekanisme u~?tuk 
menditpatkan ketahanan terhadap kekeringan. Drought escape (DE) d ide fmis i i  
seb& kemampm tanman untuk momentihi sikltis hidupnya sebelum terjedi 
kekurangm air (siklu hidup pendek). Mekanisme ini melibatkan perked* 
p a b w g a  yang cepat (=pat berbunga d m  cepat masak), pengembangan p lds i t a s  
tammm (variasi selama +ode p e m b u h a n  tergantung psda tingIrat cekaman 


















@A) addah kesnmnpum tanaman un& memptahankan potensid gir jaringan tetap 
tinggi meskipun kandungan air tanah r&, den* cam meningkatkam penyerapan 
air d9n mengmgi penguapan air dai tanaman, clan droughr toierance (DT) adalah 
kemampuan untuk bertahan pada kondisi kekurangan air dengan potensial air pada 
jarinpin rendah meldui penyesvaian osmotic, kapasitas antioksidan d m  loleransi 
d e s b i .  
Perkembangan dari peta linkage densitas tinggi pada berbagai ta&%na% blah 
mmpu rnemberikan &at untuk mempelajari daw genctika yang bemggungjawab 
t e r m  karakter-kmakter yang kompleb seperti ke,etahanan kekeringan menjjadi 
k~mponen-komponen individual. Pemetaan Quantitative trait locus (QTL) telah 
d i i  untuk menentukan dasar yenetika & heberqxi W t o r  yaag mungkis 
Wt deagen ketabrm kekeringan term&& penyewaian tekanan omotik (Lilley el 
al. 1996; Zhang er aL 1999,2001; Robii er al. 2003), stabifitas mmbran sel (Triparhy 
st 01.2000), h d u n g a n  asam absisat (ABA) (Quads el at. 11994,1997)0 regulasi yang 
takait dengan stomata (Price e# d. 1993, kandunpn aiT daun, dan rnorfologi akar 
(Cimmpm~ el al. 1995; Ray el a[. 1996, Price and Tomos 1997; Yadavel ol. 199% Ali 
et d. 200;  Courtois st a!. 2000; Zheng el at. 2000; Zhmg el a1.2001; Kamoshita ef 
d. 200% Price el al 2002). Karakter U t e r  lain ymg berkaitan dengan ketahanan 
temhadap kekeringm addah kandungan mhtdose (Holmstrm ef a[., 1996 d m  
lbmem el d ,  1997). tingkat akumulasi prolin &3vi Kishore er a/., 19953, 
~~ fructan Ipilon-Smith el al., 1995), kandlmggan glycine b e e  (Hob-trom 
el ai. 1994). 
2 3  Gen-$en *an kering &n mekanisme geuetis kettlhanan teboldap 
kker1agPn 
Beh& karakter morf~logi, fisiologi dan biokimia; diketahui IxrMtan 
dengan keWman terkdap kekeringan. Karakter-karakter morfologi d9n fisiologi 
menuajuLkitn tipe pewatisan maupun aktivitas aksi gen yang berbeda. Qen-gen yong 
bertmggungSawab dalam biosintcsis bcrba& a i m  yang bcrkaitm dengan ketahanan 
kekkgan tehh diidmliifikasi dan &transfer pada berbagai mgani- Langkah awal 
sdbelum dapat melakukm transfer gen adalah identifiwi gen y w g  diinginkan. 
Identifikasi gen tahan kering pada kedelai sejauh ini Mum banyak yang 
dihlnbn secara laagung. Berdasarkan data pada Gene Bank hanya dua gen yang 
bedmiem dengan ketahamm kekeriagan yang &$ah didaftarkan yaitu gen DREBI 


















&I GlhDREB2 yang berperanan ddam pembentthn dr~ughf respon~lve eleiwnl 
binding framcrJpti~n factor (Chen et al, 2004, 200s). IrEentiFtlrasi S%&W tidak 
1-g terhadap mikorivl yang bersimbiosis dengan kdelai y&-ig dim* 
~~ kekeringan mendapatkan adanya gen &-sod yang berpranan dala,m 
p e m b e n W  mang~nese-s~pe~oxitk dismufase ( P ~ c e i  el a[.. 2OI)Z). $en PSCS yang 
&ode pembenthn delta 1-py~roline-S-carboxylaEe Synthetese ymg b e r p e r m  
dalam akumulacii pralin (Po-1 et d, 2004), gen PIP1 d m  PIP2 ymg 
h&anggun&wab terbdap pemkentukan aquapotin, suatu protein yan$ terkait 
den* kemsediaan air tanaman (Porcel el al., 20%) dm gen lea$ yang mengkade 
pembentukan dehydrin sclarnit cekarwsl kekerimgm (brw1 el el., 2005) 
Pada tan--tanaman lain, gen t h a n  kwhg ymg sudruh teridenlifikasi 
a- M I .  Gen ini sudah tverhasil diklon dari lapism alauron barley dimana 
pmtein kelornpok 3 dari la14 embryogemsis a$& (LEA) secara a lmi  
tsmkwn*~ gada saat desilkasi biji (Hong et a!. 1988). Xu a ul. (1996) melaporkan 
bahm trmaman p&di yang ditransfomasi denw gen HVAI menunjukkan tin& 
trtnsman dan berat basah ak.m y m g  lebih tinggi dibandindan dengan tipe liarnya. 
Sivarmani et al. (2Q00) den B a h i i n  el etl. (2005) te1ah bemasil menginWuksikan 
gen id pada gmdum dan mmghasilkan tanaman gandm trsrmsgenik ywg 
rnenunjuklcan peningkatan produksi clan water use efficiency {WE).  Transfer gen 
TPSl dwi yeast kepada tembakau te ld  b e r h i l  rneninghfkan ketahanan terhadap 
kekaingm (Holmstrorn st al., 19% d m  Romem et aJ., 1997). T&er gen tersebut 
pads kentang menyebabkan penhgkatan ketahiinan kokeringan secara nyata (Yeo et. 
al,, 2000) DemXan juga transfer gen tahan kering P5CS @ tembakau 
menyebabh -&atan b i o m  akar dan perkembangan bunga pada kandisi 
ke- (ffivi Kidmre et nl., 1995). Gen SacB yang ditem- pada Bacillws 
sWf& d i W ~  psda tembakau rnenyebabkan tamman tembabu menunjukkm 
perfanan ymg lebih baik datipada kontrol pads lrondiisi keke- Laaena PEG 
(Elon-§& etul., 199Sr Gen beld juga diketahui menyebabkaa k e t a h m  terhadap 
k e m g a ~  (kIolmsbom el ol. 1994). Gen SOD (superoxide dismtase) dari kapri 
tehb bahasil d i W e r  pa& tembakau dan m y e b a b k  lretahanan te-p 
k m g a u  pads tembahu tersebut (Sengupta at. el., 1993) 
Darri bbi@ gen tersebut, masing-masing menunjukkn mekanisme 
htalaman t e rkhp  bkeringan yang be*-beda Gen TPSl mengkode wehalose- 


















biosintrsis trehalosa ini berkaitaa dengan geningkatan ketahaogn terhadap kekeringan 
~ o b t r o m  et al., 1996 dm Romero ot d., 1997). Gen PSCS, mengkode pyrroline-5- 
mrboxylate synthetase yang berperanan dalam sintesis proline s h i n e  menyebabkan 
tedadinya overproduksi pmline yang rnenyebalrkan ketahanan terkadap kekwingan. 
Tembakau yang ditransformasi dengan gen ini menunjukkan peningkatan shiesis 
e& pyrroline-5 mboxylate synthetase dan menghasilkan prdin sebanyak 10-18 
kali lipat dmipada kontrol (Kavi Kishore el al., 1995). Gen men&& enzini levan 
surrase ymg berpaanan dalm pembtmtubm Eructan. Adanya senyawa lmctan ini 
menyebabkan performan yang lebih baik daripada kontrol pada kondisi kekeringsn 
karena PEG [Pil~n~SmiZh el d., 1995). G6n bea mengkode enzim choline 
dehydrogenase dao befB yarlg men&& betaine aldehyde dehydrogawe yang 
berpemtan Warn biosintesis glycine betaine. Akumulasi glycine btaine 
menyebbbn ketahanm terhadap kekei'ingan (Holmstrom el al. 1994. 
2.4 Marlcer-w&$ed #eleation daa PCR-mkuensing pen *r&n kering 
Pada kebanygkan program pemuliaan @manam, perbaikan gznetik untuk 
mendapatkan k e t h a n  terhadap kekeringan dilakukan rnelallli seleksi had. Akan 
tetapi karena rendahnya heritabilitas hail pada kondisi c t b  dm adanya vwiasi 
w a h  dan tempat pada lingkungan lapang, pendekatan pemuliaan konvensional 
bwlanggung sangat lambat. Sebalhya marker rnolekuler seperti restrickionfragmenl 
length polymorphism (RFLP), random aRlplijod poilymo~phic DNA CRAPD) dan 
isozyme dapat memfersilit;tsi pengmhgpn genotip tahan kering seeara efektif 
karena ekspresinya tidak dipengaruhi oleh lingkungan. Hasil idenlifiasi maker 
moleMer yang berkaitan dengan ketabanan terhadap kekahgan &pat digunakan 
sebagai kriteria selekfii ketahanan terhadap kekeringan (Mitra, 2001). 
A p l i  dari se1eksl berdasa~ marker miekuler yang terkait deagan genotip 
taban k i n g  selama ini adalah pada tah&p experimental. Secara khusus penelitian 
yang s W  krha,$ addah ihtifikasi marker Res~ricfon Fragment lei& 
Polpmphism (RFLP) yang terkait demgan penyesuaian tekanm osmotic, kemampuan 
u W k  tetap hjjau (stay green), dan tipe perakaran (Tuinstra et al. Man M i a  2001). 
Identifikasi secara langsung terhadap gen tahm kering meldui teknik PCR 
di1Irlnjutkan dengan sekuwing, pernbentukan probe-based PCR, DNA micmmy, 
northern blotting ataupun iramfer gen telah banyak &laporkan pada berbagai 
tanaman. fbtara lain, Seki el al. (2001) telah mengidentifikasi gen tatsan kering 


















tersebut pada GenBank Database. Trevino clan 0 Connel (1998) td& melakukan 
isolasi dan identifikasi gen LpLrpl and LpLtp2 pada tmat  mengglulakan probe yang 
ditvrntnkmm W tomat t i p  liar. Gen ini diketahui bemeanan &lam pembentulw~ 
pz&t$ve ABA-respmive elements. ldentifikasi rmenggmahn teknik PCR-selcuemsing 




















TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
3.1 Trtjuao Penelitian 
P e n e l i k  ini dilakukan untuk mencapai bebrapa tujuan jangka pendek dan 
menunjang untuk terwpainya tujuan jangka panjang 
T u b  iamb ~eqdek  
a. Melakukan konfirmilsi perbedaan sekuen DNA varietas &&an kering dengan 
tidak tahm kering. 
b. Mengkarakterisasi sekuen DNA gdur tahan kering melalui identifikasi pole 
marker RAPD nya. 
c. Mengidentifikasi marker RAPD untuk ketahman kekeringan. 
Tuiuan iatleka ~aniang 
a Mendapatkan varietas kedelai tahan kering 
b. Mendapatkan gcn tahan kering untuk kedelai 
c. Mendgpatkan probe ketahanan terhadap kekeringan 
3.2 Manfaat Penelitian 
Hasil penelitian ini akan membantu proses pemuliaan tanaman yaitu 
memberikan alternative metode konfimasi serta cara deteksi cepat untuk 
rnendapatkan varietas tahan kering. 
M I L I K  I 
PERPUSTAKAAN 





















Posisi penelitian tahun 1 dalam keselunthrun program penelitian selama tiga 
tahun dan ketwkaitannya dengan penelitian ymg sudah dan akan dilakukan disajikan 
pada Ciailbar 1. 
P A  tazlun I ini dilakuhn identifikasi perperbedm sekuen antam galur tahan 
keriag IU- kontrol va ie t s  tahan kering dan peka kekwingan untuk 
m e m a s h  admya perbedm sekuen DNA antam ketiga k e b q k  tersebut Teknik 
yang digunab adalah teknik Random Ampliea Pulymwphk DNA (RAF'D). 
Polymo&sme pita hasil amplifikssi ini untuk rnegidentifikasi perbedam gen tahan 
kering mtara galur t a b  kering tlengan vati.etas tallan kering yang sudah dilepas di 
pasar. Dmi sini akan didapalkan marker RaPD untuk sifal tahan ke~ing. 
Paelitfan Tabun Pertama : Identifika~i dan karakterisasi galur tahan keritg 
dengan teknik RABD 
Penelitian diawali dengan peaanamt~l varietas ta$m kering dm peka 
k e k d g m  sebsgai kontrol, serta gdur tahan kering medium, d a ~ ~  galur-galur peka 
sebqei tanarnan yang diidentifikasi, untuk merldapatkm bahan tamman mtuk 
analisis molekuler selanjutnya. Selanjutnya dilakukan isolasi DNA ketiga kelompok 
0anama~l tersebut. Hasil isolasi DNA digunakan wtuk analisis RAPD. 
1. Bemaman gdur tahan dsn peka kekeringan 
Biji kedtlai dari galur tahan kering sebanyak 20 biji per garluv ditanam ddam 
polibag berisi 2,s kg media tanam. Sebgai kontrol d a h h  5 varietas tahan kering dan 
5 vruietas tidak tahan kering. Media tanam yang digwakan bempa campuran tanah 
dan humus dengan perbandingan 2 1 .  Polibag diletakkan di dalam rumah kaca, 
dengan jamk 20 x 20 cm. Perneliharaan tamman kedelai dilakukan dengan 
penyiraman setiap hati, perlakuan oekaman kering dilakukan setelah tanaman 
benunut. 3 miqggq taminan rang dipperlakukan cekarman kering hanya diberi 25% 
hi kapasitaa lapaag 1 minggw sekali, ketika tanaman bemmur 5 minggu (memasuki 
fsse repmduktiQ dilekukan pengmklan sampel daun uahlk isolasi DNA. 
2. Isolnsi DNA dengan metode CTAB Doyle don Doyte (1987) 
Daun muda kedelai %gar sebanyak 0.i-0.2 g digems dalam nitragen cair 


















ditmbahkaol700 pi buffer CTAB, dan diinkubasi pada 65'C dalam waterbath dama 
10 menit. Selanjutnya d i l w a n  ekstraksi f e d  dengan menam- l x  voime 
feaol. Dimtrifu@ psdtl 13000 rpm s e b  I0 menit pada suhu 4 %, supernatan 
c h i p i  ke dslam 1.5 mL microfuge tube, dilajutkan e-I dal"am 1/10 
volume chlomfonn : isoamyl dkohol(24: 8). Disentrifugasi pada 13000 rpm selama 
5 me& pada suhu 4 OC, sqpornatan dilanang dengau Mi-hati. Presipitasi Dl%% 
d i I & W  dengan menambahkan 0.1 volume ammonium asetat dan 25 volume em01 
& d w L  Dibhbasi pada s&u -20°C selrtma 1 d a m ,  disentrkpsi pada kecqatan 
12000 rpm selarna 15 menit pada suhu 4OC. Pelet dieuci dengm ethanol TO % p,ada 
s u b  ruaag sebanyak 2 kali, dikeringkan dm dilmtkan dalam 20 p1 tgn!.tan TE (1 
mMoW Trig HCl pH8; 0,l m M L  EDTA) wntuk digunakan dalam proses selanjutnya. 
3. Random AmpIMed Polymorphic DNA (RAPD) 
Analisi RAPD dilakukan dengan menggumh casnpurapt resksi (25 pI ) 
sebagiti bedcut lox buETer Ex Taq Polymerase, 2 mM MgCl2.20Q uM dNTP, I0 mM 
Tli+HCl (pH 8.0) 25 pmol primer, 25 p m ~ l  Ex Taq Pokymerase, d m  aquadest. 
Ptogrtim yang digunakan adalab 95 "C %lama 3 mmit pertmasan awal, dilanjutkan 
d a q p  45 siklus ymg terdini dari 94 OC selama 1 menit h&inasi. 36 OC %lama I 
meait aondn& daa 72 *C selama 2 me& ekstensi, dm kemudian diakhiri 72 "C 
s e b  10 me&% ekstensi akhb dan penrfingimn 4 'C selama 5 menit. Primer rang 
d lguwk~  adalah primer RAPD drtri Operon Technologies, USA. 
4. k l b s o  Data 
hasil RAPD yang didapatkm alran d i d i i s  secara deskriptip, den- 
mmbaod'igkan l e a  dan jumlah pita polimorfik anma galur t & ~  karing, varietas 
Uhtm bdng varietas peka kdaingan. Dari hasil ini a h  didapatkan maker 



































HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Pittl PolSmorfik 
m Amplified Polimorfik DNA (RAPD) menggunakan teknik 
Polymame Chin  Reaction VCR). Den= mmggwakan set primer QPK, 3 primer 
(OPK-01, QPK45,OPK-17) tidak rmnga+iiikasi sama sekali. Tujuh klss primer 
berhasiI mengmplifikasi target DNA, 6 d i w a n y a  menghasikan pita polimorfk, 
ydtu pita-pita yang &pat membedakan antara variecas/galur satu dengin lainnya 
(Gambar 1 ). 
Gambar 2. Hwil amplifikasi primer-primer (A) OPK-02, (B)OPK-03, CC)OPK-04, 
(D) 6PK-11, @)OPK-12 &an (FWPK- 18. Jdur MI : marker 1 , l :  Burangrmg (peka), 
2: Burangmg (peka), 3: Dieng (takm), 4: MLG2999 (peka], 5: MSC8606 (peka), 6: 
2S3 (tah;an, medium), 7: 8B6 (peka), M2: marker 2. 


















Perbedalan kemampuan primer dalam mengampliiiii DNA target disebabkan 
h e a  primer RAPD ini addab primer yang mengenai target secara acak. Tidak 
admp arnplifikasi seperti ditunjukkan OW primer-primer OPK-OI, OPK-05, OPK- 
17, menunjukkan bahwa tidak ada sekuen DNA target yang berkomplemen dengan 
primer-tersebut, atau sebaliknya karena terlalu banyaknya yang d iked i  maka primer 
yang digunakan tidak &pat berpeFan sebagai primer forward dan reverse. Plirner- 
prkner yang tidak menghasilkan pita-pita yang tidak polimosftk menunjukkm bahwa 
b e b p a  b a g h  (lhgment) Ltari sekuen DNA target dari ke enam varietaslgallur rang 
digadcan adalah sama. Hal hi @at &mengetti h e m  kmungkinan perbedaan 
antar vruhbs yang digunakan @ah perbedam pa& tiogkat ale1 saja, sehingga 
banyak kawmmn sekuen yang dimiliki oleh varietas-varietas atau galur-galur 
tersebut. Seme- iiu primer yang polmorfik mampu mengedirberkomplemen 
dengan fragmen dmi sekwen DNA target yang m e w i t  sekuen yang her- untuk 
varietas(galur yang k b e d a  Dengw demikim h i 1  mplifikasi dad tiap-tiap 
galus/varietas yang berbeda mjsdi berbeda pula. Adanya perbedaan ini 
menunjukkan bahwa sekuen yang teramplifikasi dm diapit oleh primer-primer 
tersebut antar varietaslgalur berbeda Primer-primer yang menghasilkan pita 
polimodik rnaupun pita yang d i h i l k m  dap t  dilibat pirda tabel I W u t .  
P o l i m o d i e  pita hasil RAPD sudah banyak di$unakan sebagai alat untuk 
macleteksi pehxhu  sekuen DNA berbagai organisme. Pa& kcdelai RAPD telah 
d i w  untuk mendeteksi vaaibiliw genetik genus Glyoine di bebempa propinsi di 
China (Li dm Nelson, 2002) . Setah itu Thompson dan Nelson (19518) serta 
Thompson et al. (1998) tdah berhasil mengidentifhsi m k a  W D  divursim 
genetik kedelai dewan spectrum akxsi ysng luas. RAPD j q p  telah dilaporkan 
Tabel 1. Jumlah Pita P o l i k  Hasil AmpNikasi RAPD 
No. Primer 


















d i e  unt& mendeteksi diversitas genetic dimtam 18 genotip kedeIai yang 
djseleksi dalam program pernulimn unFuk meningkatkan kandungm pmteinnya 
(Doldi e l  at., 2006). 
Dari pita-pi@ polimorfi yang dihasilkan oleh primemprimer OPK dalam 
psnelitian hi, d i d  pita yang kemu~lculmnya selalu terkdt den* sifat k d -  
kek- =tu. Dari tabel 2 terlihat Mwa unauk primer OPK-02. terdeteksi 10 
pita. Dari pitwpita tefsebut hanya pita berukuran 1500 bp ymg dapt membedakao 
antara varietas tahan dengan vatietasIgalur tidalc t;ihan kring. Pita-pita yrlng lain 
ternyata tidak spesiflk dipunyai oleh ti~lgkht kehilhansus tertentu. Untuk primer (IPK- 
03, juga dideteksi 10 pit& dm hanya satu pita yaitu pita berslkuran 1000 bp yang 
dttpat membedakan antam vaiietas tahau keriry: dengan varietas/gaIwr tidak t&an 
kering. Unhk primer OPK-04, pita yang tetdeteki ada 13, dan hanya pib  'beTulnuan 
1100 bp ysag dapat a e m b e u  dua kelompok kefahanan keke-. Akan tetapi 
untuk pita hi temyata texdeteksi pads galur 8B6 y q  peka (ti* tahan) eerhadap 
kekeringm. Den* demikian untuk pita hi perlu konfirmasi lebih lmjut akan 
kemwgkinannya digwdcan s e w  marker RAPD. 
Untuk primer OPK-I I ,  terdeteksi 1 1 pita, satu diantaranya wt memlvedskan 
antma vmietas tahan kering dm varietdgalur tidak tahan ke- yaitu pita belukuran 
9QO b p  Akan tetapi terdapat hal yang menarik yaitu bahw~ pita tersebut juga tidak 
terdeteksi pada galw dengan ketdmm kekeaingan medium yaitu galur 2S3. Hal 
ywg sarna dihnjukkan oleh hasil mpiifikasi p r i e r  OPK-I2 dm OPK-1%. Pita-pita 
poliioidk yang &pat membedakan anma varietas tabin d m  tidak taban kering 
(QPK-12,800 bp, 100 bp dan 200 bp; OPK-18,500 bp, 850 bp, 1200 bp, 1300 bp), 
ke~uaii pita 500 bp OPK-18, temyata tidak terdeteksi pada galur medium taban 
bring. Keadm ini mengindibilran bahwa sii'at tahan kering memang benar 
&ikautrol oleh banyak gen. Tidak adan* salah satu w a l e 1  tertentu menyebabkan 
her-ya sifat tdm kering tersebut. &la suatu &en tidak tedeteksi, bal ini 
mu??& tejadi karem mmarqg sekuen tersebut tidak ada a h  berubah rnmjadi 
sekqen ymg bprbeda. Besarnya p e n a b a h ~ r ~  ini menenhlkan apakah 
perubab SCu mpai  tingkat Ben (gen yang be&&) sate U y a  tfvlgkat ale1 (ale1 
berbada). Kedua perubahan tersebut akan menyebabkan perubahaDl elwp~esi ymg 
sidkaa tergantung pada pran  gen. Banyaknya gen yam8 mengatur ketahanan 
kekeringan juga telah dilaporkan oleh banyak peneliti. Pernulimn untuk 


















bahw vigor tanaman pada berbagti komdisi lingkimgm secara a l d  diatur oleh 
multipel l o b  (Pastori dan Foyer, 2002). Walters et al. (2002) menyatakan bahwa 
kst- kekeringm menpalcan fenomena yang kompleks yrtng rnelihatkan ekspresi 
~ o o r ~  $en-gen dalam jumlah besar. Mmdree ei al. (200%) menjelaskan bahwa 
tampkn@ mtuk mends* itanaman yang tslhan lhring dib- ko-ekspresi 
lebih dari satu ge& sebagai wntoh ekspmsi dari XVPerl, yang didwa melindungi 
DNA drmi ROS (reactive oxygen spesies) bemama den* WSAP1, yang mungkin 
mgbM kebowcan membtane, XVGcrls dan ALDRXV4, keduanya &ah 
osmopmtekran, mungkb akan mcnghmiian kdompok protein-ptotein yang mampu 
mengbsililkan ketahwm kekeringan. 
Tabel 2. Pita-pita poBmrfik yang dihasilkan obeh 6 primer RAPD pada beberapa 


















Tabel 2. (Lanjufan) Pita-pita polimoffik yang dihasilkm oleh 6 primer W D  pada 
beberapa ~arieW$slur kedelai dengan besbagai tingkat ketahanan terhadap 
kekeringan. 
Menmt Verslues et al. (2006). respon tamman terhadap cekaman kekeringan 
ltapat dikelcrmpab menjadi 3 tahap. Ketika ceksunan kekeringan tidak terlalu kuat, 
malra tamman akan bemaha agar tidak trleqgalarni kekurangan air. Tamman akan 
mddmkm usaha a@ air yang muk sehbang dengad air ymg kelw, anma lain 
dengan menutup stomata. Bila cekaman semakin meningkat maka tmqman akan 
b e h a  agar sebaagak rnungJrin menin#iatkan jumlafi air yang mas&, rnisalnya 
dengin menhgkatkan jmtlah pemkaran dan menpangi pertumbuhm tuna. Bila 
lebh jauh la@ mengalami cekaman kekeringan sehingga ketersediaan air m-di 
benar-bema rendah, maka tanaman akan mengakumdasi bahan-bahan terlarut atau 


















amu protein, perub- metabolisme, me1akuh detoksifikasi oksida bebas (reactive 
omen  species, ROS) untuk menghindari kemakan sel karena kehilangan air. 
Decreased water avaikbilIfy 
- 
~tana ~iasm avojd. b w  y. and dotmaswd 





'm1.r uptake .nd warn h a  cannot bm b.l.nad. 
pkm thaw doe8 u p r k n w  low I#. md must mpond f to enmum continued f~& and .umlv.l. 
Gambar 3. Diagram konsep dari model respon slress tolerance/s&ea avoidarzce 
Mefiat berbagai tahapan usaha tamman untuk menpt& cekman kekeringan 
tersebut makB bisa dimengerti bila banyak %en yang t e r l i i .  Secara mum, paling 
tidak ada dua mekanisme gen bekeja dalam ha1 ini, yaitu terkait dengm pengahmm 
(regul-ry mechanism) den- pembentukm r e s e w  signal cekamgn kekeringan 
seperti yang dil* oleh gen DREB1, rtvau naelalui $en sthlktural seperti 



















KESIMPULAN DAN SARAN 
Wmer OPK tesbukti dapat d i m  untuk kanFtmasi perbedaan s h e n  
varietas taban kering dan tid& tahan kering mengbsilkan infomasi. Dari 20 primer 
OPK, y&tu OF'K-01 sampai OPK-20, tiga dimtfmnyi3 tidak &pat mngamplifikasi 
DNA target, mentara 17 sisanya mampu mmgamplifikasi. Darj 17 primer tersebut 
6 primer &pat mrnghasikm pita polimoEflk, yaitu pita-pila yang dapaf ~neddakan 
entara vasietas yang berbeda sifatnya. 
Pita ysng rnembedakm mtara varietas tahm kering dm variWgalur tidak 
tahan kering adalah OPK-02 1500 bp, OPK-03 100@ bp, OPK-04 11OO bp, OPK-1 I 
900 bp, OPK-12 BQQ bp, 1QOO bp, 2080 bp, OPK-18 500 bp, 850 bp, 1200 bp, 1300 
bp. VarieOas tahm kering rnernpunyai pita-pita tersebw, semen& varietaslgdw 
tid& tdw M g  ti& rnempunyd. Galw tahtln kering medium h i 1  seleksi PEG 
(253) mempunyai semua pita tersebut k e c d i  pita-pita OPK-I I 900 bp, OPK-I2 800 
bp, 1000 bp, 2000 bp, OPK-18 850 bp, 1200 bp, 1300 bp. Dengm dernikian pita-pita 
OPK-02 1500 bp, OPK-03 1000 bp, OPK-01100 bp, OPK-I I 900 bp, OPK-12 800 
bp, 1000 bp, 2000 bp, OPK-18 500 bp, 8.70 bp* 1200 bp, 13N bp. dapa diwdbm 
kandi&t matker RAPD mturk ketahanan kekeringan. 
6.2 Saran 
Perlu dilakukan konfirmasi lebih jauh gon-gen yang secara langsung menptur 
ketahauan kekeringan. 
Mengingat b&wa ketatmm kekeringan dibntrol aleh banyak gen. Maka 
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IDENTIPIKAS1 PENANDA RAPD TERKAIT DENGAN KETAHANAN TERHADAP 
KEKERIWCAN PADA KEDELAI (Glycine max. L. Merr). 
Estri Laas A m i n m a s ,  Wshyo Widmetno. Serafinah indriprani 
Jwusan B i ~ l o d  FakulfaS MIPA, Universitas Brawi.iaya 
ABSTRAK 
A&ya isu pemanasau dpbal, tnenycbabkm kct%kanan k&xin&wh pada tanaman 
mndapa$kan banyak ptrhalian. I'ada Welei $gat ini telah dlkenali be- galurherietas 
kaielai yang t a b  terhadap kekeringan kmwuk vanietas Diw, DBIam pemufiann tanarm, 
seleki menrprtkm salah satu Eahapin yang pencing. Dew denlikian Warn penelitian ini 
dflhkan idartifikasi panda RAPD mtuk methbantu w l h i  katabwn terhadap 
kekehgan psda kedelai. Bdxn &mmm yrurg dig~mdm adatah kedebi vmietas tshan 
. - 
lrering Dimg, gelur tidak tahan kering Burangrang, &ur medium #an kering 2S3, galw 
tidak tahan kering 8B6, MSCP606 dan MLG 2999. Tahapnn yang dilakukan adalah isolsi 
DNA gmorn d& claun muda kedelai laidargan met&= CTAB (Doyle &Doyle, 19873 
dilanjutkan d e n m  RAP0 menggunakan seperslnglfat primer OPK (Opemi Te;chnalogies, 
USPI). Dad 20 p r i m  QPK ywlg digunakan 6 diaalammya palimorfik. Dari haell amplitiki 
primer-primer pang polimortik tersebut tedihat adanya pitagita pdlmotfik ymg 
rnembdkkan anbra vari&galur tahan dan tidak tahw kekeringm Identifiw lebih k j u t  
Whadap p k p i t a  tersebut &an dilakukrtn untuk mnenghasilkan penanda RAPD unh!k 
Wanan terlsadap kekaringan. 
IWWWICAflON OF RAPD M,ARKER RELATED TO.DR.OUGHT TQLmhlE:E 
SOYB.E&N CGlyche max. L. Mem) 
ABSTRACT 
The issue ofglobal &eg. inimease pwpleemtion to the Gbvck~pnicnt &draught 
Zabmce waricty. ki& 'now, some verietios of drought tolorvlce soyheen has bean 
Identlftde~eloped, among them i9 Dieapr variety. On& of imp~aant steps in brredina, 
mrn, i s  .selection. Xn this remoh, identi,fi#tian o f  M P D  mwkw in order to support 
dwtiaiz pmgram ob dmght tolerance vwiety ww mdwted .  Plant mataid u d  in this 
edqmbnt was young lzaf of &aught t ~ 3 a m m  v,Bbiety Dieng, -t mceptlble uiirlety 
'Bmnga~g,  madiw tokmtw Eiike 2S3, dmu&t wwqfible li&. 186, h#W?606 md'MW 
2999. DFlPl upds isal~ted fmm the yotrqg leafof those pIm4 using, CTAB Method (Doyle. 
&Doyle, 1987)~codnued with RAPD wing prim8c.setof W K  (Operbn TechnoIagies, USA). 
Fro~l  the M pimar urerl. 6 of them wek pd$mwphic. The palymbtphic Wds oap&lc lo 
di&ehciats behvwri droqht tat-oe and ,susceptible vari& Further WentlKqeti;on to 
lthQse bsnds will Be dont t o b e l a p  RAW (m- For dmught tolwm. 



















Pada kedclai cekaman kekeringam pada fase generatif d i lapwh menyebabkan p e n m a n  
produksi biji hingga 50 %. Penggunaan varietas k d l a i  tahan terhadap kekeringrut 
merupakan saaah saRI alematif untuk mengatasi maalah tersebut. P d i t a n  tanaman kcdelai 
tahan kaing telah dilapmrkan oleh beberapa peneliti. Berbagai metode lelah digunakan a n m  
lain dengam perliJtukan kekeringan di lupang clan dilanjutkan dengan sdeksi ataupun seleksi 
in vitm d e w  membwikan siwulasi k6keringan menggunakan polietilena aikol (PEG) 
mi yank dilakukan oleh Widoratno et d. (2002 ib). Seleksi tersbut menghasilkan galbr- 
galurt&n kering. Bcrdasarkan uji firiologis dalam skala labomlorim lerha&p galut-galur 
temht,  telah tcrbulni bahwa ketahanan t@hpdap kekwingan yang d~tur\ iukh oleh galw- 
galur tersebut berkaitan dengan peniqkatan kandungan prolin tanman. Simulasi kekeringan 
demgan PEG di &ass house terhadap galur-galur yang secara fisiobgis t abn  bring, 
manbuktikan bahwa galur-galur rmebut memang benar tahan kering dengan cingkat 
kqWanan medium. S w a a  genetis, telah diketahui bahwa ketahanm terhadap cekamm 
bkeringrrn dikwrtrol oleh hanyak gen ( Pastori & Foyer, 2002) . Diantsra berbagai gen 
tersebut tetah diidentiMrarsi anma lain pen DREBJ yang berperanan dalam pembentukan 
droughJ respowive elemen6 bindingprofcin, CmDREBZ yang berperanan dulam pembentukan 
&OU& raponsive edemenl biding transcrip8ionJactor (Chen et al, 2004; 2QD5). geu Mn-wd 
rang betperanan dalam pembentukan momgonese-superoxide distnwlase (Pomel el al., 2002). 
gea PSCS ymg mengkade pxnbentukan delta I-pyrroline-S-carbnxylete Synthetase yang 
b a p e m  dalarn skumulasi prolin ( P ~ w l  et al., 2004), gen PIPI dan PIP2 yan$ 
h&nggmgiawab temadap pembentukan aquaporin, sustu protein yang terkait dengan 
ketersediaan air tan- (Porcel et al., 2006) dan gen lea8 yang mengkode pembentukw 
dehydrin =lama cekaman kekeringan (Porcel et al., 2005), gen W A l  terakumulasi pccda saat 
desiLasi biji (How et al. 1988). Xu et d. (1996). gen TPSl mengkode trehalose-6-phosphate 
synthatsse dsn teclibat dalam biosintcsis trcblme (Hakmstrom et al.. 1996 dan Romero et ab., 
1999, gen 8acB (Holmsttom et a/. 1994). Gen SOD (supsmxide dismutw) [Sengupfa et. 
al., 1993). gen beLl men&& eneim chaline dehydrogenase dan berB yang mengkode 
W n e  aldehyde dehydrogenase yang berpsranan dalm biisinttsis glycine betake. 
Akmulmi glycine betaine mmyebabkan ketahanan brhadap kefreringgn (Hoiolmsuom er aJ. 
1994). 
Den- dernikiisn wrlu dibuktiian Wwa ketahamn terhadap kekerinp dari galur- 
galur prig telah dihasilkan dari penelitian Widoretno ec al. 2002 " tersebut memang 
d ishbkm karena falror metis. PEndekataR yangdilakukan addah dengan teknik random 
amplified p1y"rorphffi DNA (RAPD) untuk memastikan adanya perbedaan sekuen antam 
gblw tah&n kering dan tidak tahan k ing serta rnendq&m maker RAPD yang w?an 
dengan sifat tahan kering. 
&&ma Tanwnw don isoJu#i DNA 
Bahan tammen yang digunakan adalah kedelai varietas tahan k e h g  Dieng, varietas 
fidak talian kering Burangang, gslur tidak tahan kering hasil seleksi Balitkobi MSCWU6 dan 
MDG 2999, Hut medium kering periahuan P a  2S3, gadur tidak rahsn kering 
hasil perlakuan !PEG 886. Tahapan yang dilakukan adalah isdwi DNA genom dari daun 
muda kedelai dengan m d e  CTAB (Doyle &Doyle, 1981) dilanjutkm dengan RAPD 
menggunakan satu set psimr OPk (Optmn Technologies, USA). 
Analysis M P D  
Analisis RAPD dilakukan dengw mengunakan earmpuran reaksi (25 JAI ) sebagai 
W k u t  1 Ox buffer fer Taq Polymerese. 2 mM MgC12.200 uM dNTP, IQ mbl Tris-HeI 9pH 
8.0) 25 pmol primer. 25 pmol Ex Taq Polymcrdse, dan akuad~.  Progrdm ywg dieunakw 
d a b  85 bC selatna 3 menit untuk pemamsm awal, cUilanjutkan dengan 45 siklus yang terdiri 


















sdamn 2 menit untuk ekstensi, dm kemudim d w i r i  72 'T selnma 10 m n i t  ekstensi akhir 
tian pandingin- 4 sodama 5 menit. 
Primer yang digunakw addah primer RAPD dari Operan Taknotogies, USA, set 
WSIL DAN .PWAHASAN 
Randbm Amplified Polimorfik DNA (&AP,D) mMM@uflaLan lekfiik'PolymaWic Chain 
' w a n  (P,eR). D&gn mem~vnek~w .%l pnkrner OM. 3 piimer ,$OPK-@I ,OPK-DS, OPK- 
17) tiilelt mwgamplifikasi m a  sekali. Tujtih kIas primsrbwhasil mon$ampl'ifikaSi Wgct 
DHA, 6 d i i w a n y a  nenyhasilksn pila pdimorfik, ygitu ,@i&aTpk? yang d a m  wuwbe$skar, 
mlwa w i d g a l u r  satu dcngan lainmya. 
Tab& 1. Jumla Pis PeYnsoAik Hsril bmplifikasi RAllD 
Polimortisme pita hasil RAP5 sudah banyak di@&an uhgai alat wluk 
mendetsksi petbadaan sekuen DNA berbsgai orgnnisrnrr. Pada k&hi RAP0 LEI& 
dig~makan untuk mendcteksi varibilitap genet& geaG Glydne di betmapa pmpinsi di China 
(Li dan Nelson, 2002) . Selain itu Thompson dan Nelson (1998) s&a Thompson et al. (1998) 
Wsh bqhasii m m g i d e n t i h i  m a r k  RAPD dj'wsitas pnetik kedelai dengam specmum' 
&smi yme luas. U P D .  juga tekh dil&parkm digunakm twmk me-ksi diwtrs:i~~ggemtio 
dimtam 18 &enotip kedeld~ y ~ g  diselehsi &dm pmgmm pnndh untuk asn&k&m 
W u n g a n  pmttinnya (Doidi et dl., 2006). 
Dari pita-pita pollrnorfik yang tlihwilkan oleh primer-primer QPK dalm ,penelitian 
%i,di& piWyang.kemull~flIannyn~&alw terk$t m a n  &fat ketahsnan k a n $ s m  twntu .  
W tabe1 ZterIZhatbahwa wfituk plimer OPK.02, tertletsksi JB pita. Dari pi+@@ tenebut 
haRVg pita berYkuran 14W tN, y8ng dapat memhedakan anWa &&as ahan dengan 
vefietdgalur ti& tnbnn kring. ,Pita-qira yap& Bin teruyata tidak spesiflk dipulmyai oleh 
fiinikat kehhwlm te~tentu. Wnt& p h e r  OPK-03, jupn dldereksi. 10 pita, 9, hmyk satu pita 
yaih .& h a k u & n  1OOO bp yang dapat mm~WaLan m m  varietas tahm kering daLanmp 
v W g d u r  ti& tidalrw kermg. Us&& pnkm OPKQQ, pi& y w  teI.deteksi adk 13, dw 
bwya pita mbwk~& I 1.00 bp ymg:apat mernbedakan dua kc4ompck ketahsnan kekeringaur. 
ALan -pi uatulc p'a ini ternyaw tfsdaw pada @ar $8.6 yang &a (6& -3 whadap. 
keQeingaa lhm@n bnaikian wuk plP ini pezlu konni-i lebih hjut  &an 
Y r b l l l w ~ ~ d i g m ~ .  sebagai narku WII. 
U@Wk primer OPK-I I, ttsdeteksf 1 I ,pita, Satu d i a n m y a  dapat mem* anma 
wids Wiu3 kering dw vari~taYiigaIlur tfW taban kering, ~aiou pita W . u m  900 hp. M a n  
Wlpi te- hal ymg mendk  @tu bahw pita *but jum edak kx&&i pada @ur 
-an ketsbnan .&ngan medim y&b:galur 283. Hal p g  sgma dimr&&ka oleh h&S 
ampIif@si primer OPK-12 dan OW-18. Pita-pita polimdik yw dapaz mb&kpq 
antem varictsP ,t&m d h  &ak t9ha k e g  (OPK-12, g,OO bp, 1'00 bp d m  2 ~ 4  bp; OPK-i&~ 
500 bp. 850 b, 1208 bp, 1300 bp)* k&Mf pita 500 bp OPK-18, iaernylata ti& terdetdksi 
~psda gdur medium tahPln kering. Keadaan illi mcngindikaIh bahwa siPat tam! kaiw 


































TiW adanya &ah MU @dale1 m t u  mcnyebabkan berkw-ya sifut tahan 
Icedm W u t .  Bila W u  sekuea tidak terdeteksi, hd ini muogkin tejacti mema@ 
&men teFsebut tidak ada atau Bermbah menjadi aekw ygng b e W .  ~~ya 
perubbdprbadaan ini  men^^ ap&& ptnr- ibu mpid ti- gan @en m& 
b%rb&%) atan hanytl @&at ale1 (atel berbada). Kedw penrbibm tmebut akan rnenpbabh 
peruhahan tkraprcsi yang sWRkan tBT@WIB Pads m gan. Banyalolya ern yang 
menaatur liecahanan kekerinsn jw,ukiah dEIrriwrk811 oieh &yak pmeliti. Pumudiaw wtuk 
dsln payerer u102).  alters at d. {2&2)~kwphkm b@iwa kekhanm k c k m i n p  m e r u d w  
fcnomsne xmanp ,knmp,bIcs yag m d t b h n  eltspresi twkmdhnsi dalam jwI& 
Mundree et al. (3002) menjetdm bshwa t9mpahya untuk mend@an tsnaman 
yang $&an k a d ~ g  dE.bututikm k%-&.@ l&h Mi saw $BR ,sabagd mtah eksprasi dari 
X W r l ,  yaqgdidum mslindungi DNA dari ROS (reactive oxygen spesies) W a  den*
X V m P I ,  y w  rnungkin menghalmi k'kaba@Man membrane, XWGois dan ALDIU(V% 
keduanp &blah ~smopmkktan, k t k i n  &an menghmil,ker, kelompdc potein-pwih ymig 
mmpu meagksilkan k&aoan kkaingan. 
Mmwut Vm1ues.a al. (@06), responi t w m m  terhsdap cekaman k&erin$gn &pat 
& k d l o m ~ b .  menjadi 3 tahap. KepikB ahan kekariflgan at& ~erlalu kuat, m&a 
tanaman akan berusaha agar aid& mangalami k k u m p  ai'r. Tanammi .dm melakakan 
usahe sgak ajr yung y83uJc seimbarig dmzpan air prig Lehaar,. a M f u  katn demgan mcnutup 
amnak EiSa d a m a n  semakio min$ka t  mka  tananurn -akm bemaha 
nrun&tn d a m  jumluh air m. nmuk, rn id lya  den@ ,me.ningkatkw jumlsh, 
pralrazaa dan manguwrgi perWnbuhan t w .  %la lebih jauh la@ met@runi wkmm 
kek&ngsn ke te r sedb  ek irmenaj6 . i+Wv rendah, maka, tanman &an 
.sm@amul~i Wan-hen t u l w t  iltau mmpdcw dinding sd (deh~drazim avoidance) 
atau m g n ~ ~ . b n  W.m-lxbn a W  pt-iit, puu.b&m mebbrisrne, mclakwkan 
dsooksifiLasi olcsida bebps ( F ~ ~ U G J ~ V ~  oxygett *pecies, ROB) pnt& mengkindafi h a k w  sel 
krrrma k&ian$an aiz. 
IWtMPUW1M DAM &&RAN 
Pita ymg mum'- anfar& vwietas tahan kerin(! dm v.ari&galur ti* tahari 
lraiag &atahah OriK-02 15ElO 'bp. OiPK-O3 1'800 lup, ,OPK41 1 100 bp, QPK-1.1 980 bp. OPK- 
12 800 b, II;OtXbp; 2080 bp, OPK-18:500 Sp, 8% bp 1200 bp, hW bp. VWarietas tahan 
laring rnwpmyd ,pira-pb tedut ,  M U R W ~ . ~ ~  vwihgalus tE& takm M n g  ti& 
manpapi. Gal* Man kaing medium hssil sdeksi PEG t2S3 m c m p u ~ i  semua pi:m 
twseBut lkm~aili pita-pita OPK-I I 4&70 hp, OW-12 800 bp,, lOM bp. 2000 bp, @PK-1:8 850 
bp, 1200 bp, 1300 ~b.. Denw dew!bkim pits-pita QPK-02 I SW bp, OW43 18OOO bp, QPK- 
01 IW bp,OFK-I 1 ,bp, OPK-L2 800 bp, 1000 bp, 2000 bp,-OPK-IS $@Q bp, 8850 b, 12W 
bp, I3M);hp &pat di@.ulk,an w&ai kandidai markw RAPD untuk l@aEranan kckcringen. 
1'ml.u dilakuka konfirmai i d h  jauh uhgm-&9n yaw scr;rw i - ~ ~ n y  w @ w t  
keabaan k e k e r i w .  Mewingat bah~wa Letahsnm kekWp,diontml deb :&yak &en. 
$&&a pAu dil&ubn qriovitss.ulrtuk ppngkajian lebibjauh. 
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C. SiNOFSIS PENELtTlAN LANJUTAN 
Dari penelitkin tahun I didapaakan konfirmssi bahwa varietas tahan kering 
mempunyai pola pita U R D  yang berbeda dengm varietas diln gdur iidak tahvlIl 
kerhg. Pita-pita OPK-02 1.500 bp, OPK-03 1,000 bp, 0PK-01100 bp, OPK-1 1 900 
bp, OPK-12 800 b, 1000 bp, 2000 bp, OPK-1% 50.0 kip, ti50 'bp, 1 ZOO. bg, 1300 bp 
dapllt m b & & a n  antara vari.em tahan kering &ngm varietaslgalw tidak tahan 
keriug. Dengan dedkian pita-pika wmebut diusdkm sebagai kmdiht mmker RAPD 
'w* k & w  keketin.gm. 
Pada tahun I1 konfirmasi lebih lanjut dan spsifik dildcukan mc:ltilui 
pnggmam teknik PCR sekmimg. Diagram alir tahap-tah8p penelitim disajikan 
dalam Ombar,B. 
1. 'Ttljean Penelittan 
T@uan khusus ddpenelitlan rahm IS ini adalah I 
a. Mengidentifikasi gen pe@goa.tml leetahanman kekwi-nga D&BI dm 
PSCS dengm feknik PCR 
b. Mengidenfifikasi sckum D M  p.mga~tca1 k e t a h . ~  kekptigtgan DREBI 
d;sn IY5CS pada kedelai. 
G. Mmgidenti.&asi sakuen hmoiagi amtam hrrsil PCR .B&gan h,wiP MPD 
pada tahlvl I wbagai ,pmiagam pembuatm ~ Q $ c .  
2. Metode 
Tahap-tahap ygng dilakukan di tahun I1 add& sebagai berikut: 
a. Penanaman griltrr kedetai tab dan tidak takan kering 
Bahan tanaman yang dismakan adalah 6 wrietadgdur tananan kedelai, 
sebagai kontrol adalah varietas Dieng prig peka terhadap kekeringan dan varietas 
Buranpang yang toleran berhadap kekeringan, serta dua galur hail  perlakuan dmgan 
PEG dan galur &ya yaitu 8B6,253, Mlg 2999, MSC 8606. Biji kedelai ditanam 
dalam polibag bewkwm 30 x 25 crn diisi media tanm b e t u p  oampuran tanah dan 
pasir dsngan perbandin* 2:1 sekat 2,s kg sebmyak 2 biji per polibag. Polibag- 
pwtibag tmebut h u k k a n  di dalam nunah kaca dengm jarak 20 x 20 em. 
Pemelbraan tanaman kedelai dilakukan dengan penyirarnan setiap hari, 


















yang diperlakukm cekaman kering hanya diberi 25% dari kapasitas lapang 1 minggu 
sekali, kerika tanan-an berumur 5 minggu (mmasuki fase reprdulktit) dilakukan 
pmgambjlan sampel daun untuk isolasi DNA. 
b. Wksi DNA 
Metode ymg digunakasl adalah metode CTAB dari Doyfe dm Doyte (1  9872, 
dengan menggunakan bahsn daun muda kedelai. 
a Polymerase W n  R d o n  (PCR) 
PCR dilakukam menggunakan primer yang diiesain berdasakan sekuen gen 
DREBl dm PJCS dari kedelai yang sudah d i l w k m  dalam database dari NCBI. 
Primer-primer tersebut adalah 
Dreb 1 F= S'-AT(imCCCCTGAGC1'CTCh-3' 
Dreb 1 K= S'-'I'CCAACACCTC;CI'C7"I'C71'C-3' 
Campuran reaksi PCR yang digunakan terdiri h i  2 5  p1 lax buffer Ex Taq 
Polymerase, 2 pl 25 mM MgCl2.2 ul 10 mM dMTP, 25 pmol primer. 25 pmal EX 
Taq Polymerase, dm air sampai mencapai jmlah 25 pl. Progrml PCR yang 
rlinakan adalah 93 "C selam 1 menit untuk pemanasiin awal, dilanjutkan dongan 
40 siklus yang terdiri dari 93 OC wlama I menit untuk denatumi, 53 "C selama 1 
&enit uJttuli annealing, dan 72 "C selarna 1,5 menit mtuk ekstensi, dan kernudian 
diakhkri 72 "C selama 10 menit dan pendinginan 4 *C sel'ma 5 menit. 
a Sekoensing 
Has11 amplifikasi PCR (pita rargct) d,iisalasi dan dilakukan sekumfng mluk 



















sudah dilakukan 1 PerlakuanPEG [-I 
I d e n W  moIFoLogi clan fisiologi 




Tahun 1 Tanarn galur tahan dan peka kekeringan 
Identifhi dan karakterisasi : 
- Mokkuler (isolasi DNA, 
RAPD) 
- PolaRAPD 






GaIw yang mernpunyai I marker R4PD takait dmgsn I 
PCR dan Sekuasine 
Sekuen DNA gen tab kering 
PSCSdan DREBl 
Produk akhir 
- - -- 
Pembntukan Probe gen tahan 
kering PSCS dm DREBI 
VarEetas kedelai tahan kering 
Idcntitas gca tahan kering kedelai 
Prbhe gen t a b  kering 
Gambar 1.  Diagram alii &hap-tahap proyek penelitian tahun I, 11 d m  111 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
